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摘要  采用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)技术比较了不同生态习性的太平洋纺锤水蚤(Acartia pacifica)、安氏伪镖水蚤
(Pseudodiaptomus annandalei)和日本虎斑猛水蚤(Tigriopus japonicas)摄食不同浓度的牟氏角毛藻(Chaetoceros muelleri)
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Effects of diatoms on expression of antioxidant related genes in copepods of 
different ecological habits 
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(State Key Laboratory of Marine Environmental Science, College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China) 
Abstract  MnSOD and GST gene expression were determined by Real-time quantitative PCR in copepods with different 
ecological habit, when feeding on diatoms of Chaetoceros muelleri or Nitzschia closterium f. minutissima at different 
concentrations. The copepods are pelagic calanoid copepods of Acartia pacifica and Pseudodiaptomus annandalei and benthic 
hapacticoid copepod of Tigriopus japonicas. The results were as follows: Gene expression were induced significantly in A. 
pacifica and P. annandalei feeding on two diatoms at lower concentration, while restrained on higher diatom concentration . 
Whereas MnSOD and GST gene expression were induced in T. japonicas feeding on both lower and higher concentration of 
diatoms. The results suggested that gene expression response of copepod to diatoms are species -specific. To evaluate whether 
calanoid copepod had the capacity to acclimatize to diatoms, P. annandalei was cultured for four generations on the two 
diatoms and MnSOD gene expression was determined for each generation. It was shown that MnSOD gene expression level 
were significant higher on the forth generation than the first generation when fed on C. muelleri, however, when fed on N. 
closterium f. minutissima, MnSOD gene expression level showed a trend of increasing with the progress of generation 
demonstrating that P. annandalei  might have been adapted to two diatoms with different mechanisms. 
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中 SOD 与 GST 基因的表达水平受重金属[8]、化学物质萘 [9]以及微藻毒素[10]等非生物或生物因子的影
响而发生改变。为了更好地了解本研究中三种不同生态习性的桡足类对硅藻响应具有物种特异性的分
子机制，研究采用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)技术测定并比较上述三种桡足类摄食上述两种硅藻后
















1.2 RNA的提取和 cDNA合成 
取不同设计培养的桡足类成体，每 100 只成体分装于 1.5 mL 离心管中，加入 1 mL Trizol 试剂后
转移至-80 ℃冰箱保存备用。 
按照 Trizol(产品购自 Invitrogen 公司)操作手册提取桡足类总 RNA，用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测
总 RNA 的完整性并利用 ND-2000 Nanophotometer 检测总 RNA 浓度。取 1 μg 总 RNA，按照 TaKaRa
公司的 PrimeScript RT reagent Kit(with gDNA Eraser)操作手册将总 RNA 反转录成 cDNA，反转录完成
后检测 cDNA 质量和浓度，-20℃保存备用。 
1.3基因的确定及其引物获取 
本研究的基因序列从 NCBI 网站 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)查找获得，目的基因为
MnSOD 和 GST，由于没有查到安氏伪镖水蚤的 GST 基因序列，故未能将安氏伪镖水蚤 GST 基因纳入







Tab.1 Primers for real-time quantitative PCR 



























































20 μL 反应体系：SYBRTM  Green Master Mix 10 μL，正反向引物各 0.8 μL，cDNA 模板 2 μL，
ddH2O 6.4 μL。 
反应条件设定：95 ℃预变性 15 min；42 个循环：95 ℃变性 15s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 
s。 
1.5数据统计与分析 
利用荧光定量 PCR 7500 software v2.0.5 获得每个基因的 Ct值，用 2-ΔΔCt 方法分析，分析不同微
藻及不同浓度饲喂条件下，3 种桡足类目的基因相对于内参基因的表达量，实验所得的数据都以平均
值±标准差(Mean±SD)表示。不同处理间基因表达水平的差异采用 SPSS 17.0 统计分析软件进行单因素
方差分析(One-way ANOVA)，在分析数据之前先进行正态分布和方差齐性检验，组间差异采用杜凯氏
HSD 法测试比较，显著性差异水平 p<0.05 和 p<0.01 分别用*和**表示。 
2 结果与分析 
2.1 太平洋纺锤水蚤 MnSOD和 GST基因表达水平的变化 
不同浓度的两种硅藻对太平洋纺锤水蚤 MnSOD 基因表达水平的影响如图 1 所示。当硅藻浓度为
1.70 µgC•mL-1时，牟氏角毛藻和小新月菱形藻对太平洋纺锤水蚤 MnSOD 基因表达有明显的诱导作用
(图 1A)，MnSOD 基因的表达水平分别为对照组的 1.73 倍(p<0.05)和 1.74 倍（p<0.05)。然而，当硅藻





(A) 低浓度(1.70 µgC•mL-1)；(B)高浓度(8.50 µgC•mL-1)；IG 是球等鞭金藻的缩写；CM 是牟氏角毛藻缩写；NC 是小新月菱形藻缩
写；﹡表示差异显著，p<0.05；﹡﹡表示差异极显著，p<0.01。”RQ”表示“相对表达量”。（下同） 
图 1 不同浓度硅藻培养的太平洋纺锤水蚤 MnSOD 基因的表达 
Fig. 1 Transcription of MnSOD of A. pacifica feeding on diatoms at different concentrations  
太平洋纺锤水蚤 GST 基因表达情况与其 MnSOD 相近，如图 2 所示。低浓度的牟氏角毛藻和小新
月菱形藻对太平洋纺锤水蚤 GST 基因表达有明显的诱导作用(图 2A)，其表达水平分别为对照组的




图 2 不同浓度硅藻培养的太平洋纺锤水蚤 GST 基因的表达 
Fig. 2 Transcription of GST of A. pacifica feeding on diatoms at different concentrations 
2.2 安氏伪镖水蚤 MnSOD基因表达水平的变化 









图 3 不同浓度微藻培养的安氏伪镖水蚤 MnSOD 基因的表达 
Fig. 3 Transcription of MnSOD of P. annandalei feeding on algae at different concentrations 
2.3 日本虎斑猛水蚤 MnSOD和 GST基因表达水平的变化 
不同浓度两种硅藻培养的日本虎斑猛水蚤其 MnSOD 基因的表达情况如图 4 所示：低浓度和高浓
度的牟氏角毛藻培养的日本虎斑猛水蚤其 MnSOD 基因的表达水平与对照组没有显著差异(p>0.05)，
表明 MnSOD 基因的表达不受牟氏角毛藻及其浓度的影响，或影响较小；但是 MnSOD 基因的表达受
小新月菱形藻的诱导，藻的浓度越高，诱导效应越显著，在低浓度和高浓度小新月菱形藻培养条件
下，其 MnSOD 表达量分别为对照组的 1.35 倍(p<0.05)和 1.5 倍(p<0.01)。 
 
图 4 不同浓度微藻培养的日本虎斑猛水蚤 MnSOD 基因的表达 






组无显著差异(图 5，p>0.05)。小新月菱形藻对日本虎斑猛水蚤 GST 基因表达有显著的诱导效应，低
浓度和高浓度的小新月菱形藻培养的日本虎斑猛水蚤其 GST 基因表达量分别为对照组的 4.4 倍和 11.3
倍，差异极显著(p<0.01)。 
 
图 5 不同浓度微藻培养的日本虎斑猛水蚤 GST 基因的表达 
Fig.5 Transcription of GST of T. japonicas feeding on algae at different concentrations 
2.4 多世代培养下安氏伪镖水蚤 MnSOD基因表达水平的变化 
用牟氏角毛藻多世代饲喂安氏伪镖水蚤，MnSOD 基因在不同世代安氏伪镖水蚤的表达水平如图
6A 所示：在四个世代的培养中，安氏伪镖水蚤 MnSOD 基因表达水平是逐代升高，第四个世代升高
最显著(p<0.05)。用小新月菱形藻多世代饲喂安氏伪镖水蚤，与第一世代安氏伪镖水蚤 MnSOD 表达
量相比，第二、第三和第四个世代的 MnSOD 表达量显著上调(图 6B，p<0.05)，分别为第一世代表达
量的 1.57，1.64 和 1.45 倍。 
 
(A)牟氏角毛藻；(B)小新月菱形藻。 
图 6 两种硅藻培养的安氏伪镖水蚤基因表达水平在不同世代间的变化 
Fig. 6 Transcription of gene expression of P. annandalei feeding on over four generations 
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3 讨 论 
本研究结果显示，低浓度硅藻培养的三种桡足类其 MnSOD 与 GST 基因表达水平上调，两种基因
表达水平的提高意味着机体防御能力的增强，这可能是由于硅藻产生的次级代谢产物诱导桡足类产生
了大量的 ROS，为保护机体不受 ROS 的氧化损伤，机体需要表达出更多的抗氧化酶来清除过量的
ROS。这个研究结果与前人的研究报道类似，如：中华哲水蚤(Calanus sinicus)摄食能产醛的中肋骨条
藻(Skeletonema costatum)后，其 SOD 基因表达水平显著高于对照组[10]；短凯伦藻(Karenia brevis)分泌
的神经性贝毒可诱导海格兰哲水蚤(Calanus helgolandicus)SOD 基因表达水平上调[15]；海区中的海格
兰哲水蚤通过 GST 基因表达水平的提高，来抵御硅藻分泌的脂类氧化物的负面影响[16]。 
在本研究结果中，高浓度硅藻培养的三种桡足类其基因表达变化的模式明显不同：日本虎斑猛水





蚤与安氏伪镖水蚤其 MnSOD 与 GST 基因表达却受到了抑制，这可能是因为高浓度的硅藻诱导桡足类
产生了过量的 ROS，超出其清除能力，因此抑制了其抗氧化酶基因的表达，这种结果与 Wang 等











藻造成的负面影响可产生遗传适应。前人也有类似的研究报道，如： Colin & Dam 发现，长期经历
亚历山大藻(Alexandrium)赤潮的纺锤水蚤能够发展出应对机制，当再次摄食亚历山大藻时，不会受该
藻产生的毒素所影响[20]；瑞典西部海岸是经常爆发玛氏骨条藻(Skeletonema marinoi)赤潮的海区，长








4 结 论 
本研究的结论主要有以下两个方面：1）摄食同种硅藻的不同生态类型桡足类其 MnSOD 与 GST




猛水蚤 MnSOD 与 GST 基因表达都表现为诱导作用。2）长期培养在硅藻类的小新月菱形藻和牟氏角
毛藻的环境中，安氏伪镖水蚤对硅藻所产生的负面影响会产生遗传适应。 
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